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Peptides have a mol. wt . of 500-10000 and the phospholipid 
component of the liposome membrane (LM) contains satd. fatty acids (FD) 
and has a phase transition temp. (PTC) of at least 20 deg. C. . Prepn. 
is effective 14 or more days after s.c. or i.m. injection. 

In one of the three methods described phospholipid component and 
opt. additives are dissolved in an organic solvent, the solvent is 
removed to give a lipid matrix. An aq. soln. of the peptide is added 
followed by liposome formation above the PTC of the phospholipid 
component . 

ADVANTAGE - Peptide active agents are protected from enzyme 
inactivation by encapsulation in the liposomes. (I) allows slow release 
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© Langwlrksame Liposomenpraparate von Peptidarznelstoffen und Verfahren zu ihrer Herstellung. 

© Es werden Lipsomenpraparate fUr Peptide mit verlSngerter Peptidfreisetzung beschrieben. Die Peptide 
weisen ein Molekulargewicht zwischen 500 und 10000 auf, die Phospholipidkomponente der Liposomenmem- 
bran besitzt eine PhasenUbergangstemperatur von mindestens 20 *C und enthSIt Oberwiegend gesattigte 
Fettsauren. Die Wirksamkeit nach s.c. oder i.m. Injektion halt mehr als 14 Tage an. Ferner werden Verfahren zur 
Herstellung dieser Liposomenpraparate beschrieben. 
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Die Erfindung bezieht slch auf langwirksame Liposomenpraparate von Peptidarzneistoffen zur parente- 
ralen Applikation. Die erfindungsgemaflen Praparationen werden subkutan (s.c.) Oder intramuskular (i.m.) 
appliziert und haben eine Wirkdauer von mehr als 14 Tagen. Ferner betrifft die Erfindung auch Verfahren 
zur Herstellung dieser PrSparate. 

5 Liposomen sind submikroskopische Teilchen von hohlkugelartiger Gestait. Sie besitzen eine Doppel- 
membran, die aus amphiphilen MolekUlen, meist Phosphoiipiden, aufgebaut ist und einen wSflrigen 
Innenraum umgibt Sie bestehen aus korperahnlichem Material, kdnnen als TrSger unterschiedlichster 
Substanzen fungieren und spezifischen Anforderungen gezieit angepaflt werden. Dabei werden hydrophile 
Arzneistoffe zum Oberwiegenden Teil im waflrigen Innenvolumen eingeschlossen, wahrend Hpophile Sub- 

10 stanzen zum groflten Teil in der Membran gebunden sind. 

Liposomen werden als Tragersysteme ftlr eine Vielzahl von Arzneistoffen vorgeschlagen, wie z.B. fur 
Zytostatika. Antiinfektiva und Immunmodulatoren (z.B. Yatvin, M.B. und Lelkes, P.I., Med. Phys. 9, (1982)). 
HauptsSchlich werden liposomale Arzneimittel parenteral angewandt, wobei oft die intravenose Gabe 
angestrebt wird. Zielsetzung ist meist die Nutzung eines Depoteffektes, die Reduzierung von Nebenwirkun- 

75 gen oder die Erhohung der Wirksamkeit Nach i.v. Injektion werden Liposomen, wie aile kolloidalen 
Systeme, von den Zellen des retikuloendothelialen Systems (RES) aufgenommen, mit einer Halbwertszeit 
von maxima! 2 Tagen eliminiert und bevorzugt in Leber und MHz angerelchert. (Senior, J.H., CRC, Critical 
Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems 3. 123 (1987)). Nach s.c. Oder i.m. Injektion werden im 
Vergleich zu i.v. Injektionen langere Wirkspiegel erhalten. FQr Liposomenpraparate ist die Wirkdauer 

20 abhangig von der Substanzfreigabe aus den Vesiketn und Von ihrem Abtransport von der injektion ssteile 
sowie vom Abbau der Vesikel. Substanzfreigabe und Abbau werden vor allem von der Zusammensetzung 
der Liposomenmembran bestimmt, wahrend der Abtransport von der TeilchengrSfle abhangig ist. d.h. mit 
abnehmender Teilchengrofle zunimmt (Arrowsmith et al., Int. J. Pharm. 20, 347-362 (1984)). Ein zusatzlicher 
Faktor ist die Lipidkonzentration im Praparat (Jackson, A.J., Res. Comm. Chem. Pathol. Pharmacol. 27, 293 

25 (1980)). 

Die in den vorstehend angegebenen Publikationen beschriebenen Untersuchungen zur i.m. oder s.c. 
Applikation von liposomalen Arzneistofftragern zeigten in keinem Falle eine Arzneistofffreigabe oder einen 
Verbleib des Praparates am Applikationsort Ober mehr als 14 Tage. Vielmehr zeigten auch die pharmakoki- 
netischen Untersuchungen zu diesen LiposomenprMparationen verschiedener Vesikel-Zusammensetzung 

30 und verschiedener Arzneistoffe, dafl im Zeitraum von 14 Tagen entweder die Wirkstofffreigabe beendet war 
oder dafl innerhalb dieser Zeit die Liposomen abgebaut waren. 

Liposomenpraparate zur s.c. oder i.m. Injektion fUr Peptide sind bereits beschrieben worden. Eine 
Liposomenformuiierung zur Langzeitfreigabe von insulin ist z.B. in GB-B-2.050.287 dargestellt. Die interna- 
tionale Patentanmeldung mit der Veroffentlichungs-Nr. WO 87/04592 beschreibt ein Liposomenfreigabesy- 

35 stem fur membraninpermeable Molekule - im Beispiel Calcitonin-, das aus einer Mischung von kleinen 
wirkstoffhaltigen SUV (unilamellar Liposomen, TeilchengrOfle etwa 30-100 nm) mit gro/ten MLV 
(multilamellar Vesikel, Teilchengrofle etwa 200-10000 nm) besteht. Fukunaga et al. (Endocrinology 115, 
757(1984)) beschreibt einen verlSngerten hypocalcSmischen Effekt von Calcitonin nach liposomaler Verkap- 
selung des Proteins. Entsprechend den Beispielen in diesen Publikationen konnte in keinen Fall eine 

40 Wirksamkeit Uber mehr als 14 Tage festgestellt werden. 

FUr Peptide, wie z.B. fUr LHRH-Analoga, werden langwirksame Formulierungen auf der Basis von 
bioabbaubaren Polymeren beschrieben, (vgl. z.B. EP-B 0 052 510 und EP-B 0 145 240 fOr Mikrokapseln, 
EP-B 0 058 481 fOr andere kontrollierte Freigabesysteme). EP-A 0 299 402 beschreibt langwirksame 
Formulierungen von LHRH-Analogen mit antagonistischer Aktivitat. 

45 Wahrend in den 4 vorstehend genannten Schriften Liposomenformulierungen nicht erwahnt sind, 
beschreibt GB-B 2 050 287 eine LHRH-haitige Liposomenzusammensetzung, die jedoch im Gegensatz zu 
den Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung Freigabemodulatoren enthalt und eine Eliminations- 
halbwertszeit von ca. 4 Tagen nach s.c.-lnjektion hat. 

Liposomen als Tragersysteme fur LHRH wurden auch von Schafer et al. (Pharmazie 42, 674 (1987) und 

so Pharmazie 42, 689 (1987)) beschrieben. Sie stellten MLV aus Mischungen von Eilecithln und Phosphatid- 
saure her und untersuchten die Pharmakokinetik nach i.m .-Applikation an Kaninchen bzw. Schweinen. Die 
Halbwertszeit der Elimination von der Injektionsstelle betrug maximal 20 Stunden. LHRH-Blutspiegel waren 
nach dieser Zeit nicht mehr meBbar. 

Oberraschenderweise zeigt sich mit den nachstehend charakterisierten, besonderen Liposomenformulie- 

55 rungen, dafl sie z. T. noch nach 35 Tagen am Injektionsort nachwelsbar sind und zu signifikanten 
Blutspiegeln bzw. pharmakologischen Effekten fOhren. 

Die Erfindung betrifft daher Liposomenpraparate fur Peptide mit verlangerter Peptidfreisetzung, dadurch 
gekennzeichnet, dafl die Peptide ein Molekulargewicht zwischen etwa 500 und 10000 aufweisen. die 
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Phospholipidkomponente der Liposomenmembran eine PhasenUbergangstemperatur von mindestens 20* C 
besitzt und Oberwiegend gesSttigte Fettsa'uren enthSIt und daJ3 die WIrksamkeit nach s.c. Oder i.m. Injektion 
mehr als 1 4 Tage anhalt. 

Die erfindungsgema/Jen Liposomenszubereitungen gewahrleisten aufgrund ihrer besonderen Zusam- 

5 mensetzung eine Wirksamkeit Uber einen Zeitraum von mehr als 14 Tage. Das bedeutet, daJ3 die PrSparate 
aufgrund ihrer speziellen Zusammensetzung sowohl Ober mehr als 14 Tage am Applikatjonsort verbleiben 
ohne abgebaut zu werden als auch Ober diesen Zeitraum die eingeschlossenen Peptidwirkstoffe in fUr eine 
gewUnschte Wirksamkeit genOgender Menge treigeben. 

Die Wirksamkeit haMt vorzugsweise mindestens 20 Tage, insbesondere 30 Tage und langer an. 

w Die mittlere volumenaquivalente Teilchengrofle der Vesikel (Liposomen) liegt bevorzugt zwischen 600 
nm und 10000 nm. insbesondere Ober 800 Nanometer, urn die Geschwindigkeit des Abtransportes von der 
Injektionsstelle zu minimieren. Die Phospholipidkomponente der Liposomenmembran hat vorzugsweise eine 
PhasenUbergangstemperatur von Uber 30* C, insbesondere von mindestens 37* C. Sie enthalt Oberwiegend 
gesattigte Fettsauren mit einer Kettenlange von mindestens 14 Kohlenstoffatomen. 

75 Geeignete Phospholipide sind z.B. Dimyristoyl-PC (DMPC), Distearoyl-PC (DSPC), Dipa!mitoyl-PC (PC 
= Phosphatidyl-Cholin) oder hydrierte bzw. teiihydrierte Lecithine aus nattlrlichen Quellen. Zur Stabilisie- 
rung der Membran sind z.B. lipophile ZusStze von Steroiden, wie Cholesterol, geeignet. 

Die in Liposomen verkapselte Peptide (auch in Form ihrer physiologisch vertraglichen Salze) sind 
natUrlichen, synthetischen oder halbsynthetischen Ursprungs u. besitzen spezifische Wirkungen im Organis- 

20 mus. tn den vorstehenden und folgenden AusfOhrungen werden daher im Sinne der Erfindung unter 
Peptiden sowohl freie Verbindungen als auch die physiologisch vertraglichen Salze der wie vorstehend 
charakterisierten Peptide verstanden. Sie haben ein Molekulargewicht von etwa 500 bis 10000. Geeignete 
Peptide sind z.B. LHRH-Analoga, Bradykinin-Antagonisten, Insulin, Vasopressin, Oxytocin, Calcitonin, Hepa- 
rin, Hirudin und ihre synthetischen oder semisynthetischen Analoga. Vorzugsweise werden LHRH-Analoga 

25 verkapselt, wie z.B. Buserelin, HOE 013 (Ac-D-Nal-p-CI-D-Phe-D-Trp-Ser Tyr-D-Ser («-L-Rha)-Leu-Arg-Pro- 
Azagly-NH 2 , vgl. EP-A 0 263 521, entspr. US-Patentanmeldung No. 390477). Es eignen sich aber auch z.B. 
Hirudine wie HBW 023 (R-DNA-Hirudin gem. EP-A-0 324 712, entspr. US-Patentanmeldung No. 295 422), 
HOE 427 ( = Ebiratide. [4-Methionindioxid. 8-D-Lysin, 9-Phenylamin]-a-MSH-(4-9)-(8-amino-octyl)amid-tria- 
cetat (vgl. EP-A-0 179 332 entspr. US-Patente No. 4,623,715 und No. 4,696,913) und HOE 140 (= H-D-Arg- 

30 Arg-Pro-Hyp-Gly-Thi-Ser-D-Tic-Oic-Arg-OH # 6CH 3 COOH (vgl. EP-A-0 370 453 entspr. US-Patentanmeldung 
No. 374 162). 

Es ist bekannt, dafi die als Wirkstoffe geeigneten Peptide nach der Applikation im lebenden Organismus 
nur sehr kurzzeitig wirksam sind (Banga et al., Int. J. Pharm. 45, 15-50 (1988)). Sie werden durch Enzyme 
oder auch chemische Reaktionen inaktiviert bzw sehr schnell eliminiert. Durch die Verkapselung dieser 
35 Peptide zu den erfindungsgema/Jen Liposomenpraparate ist es moglich. die Substanzen vor der schnellen 
metabolischen Inaktivierung im Organismus zu schCitzen und eine langanhaltende kontinuieriiche Freigabe 
des unveranderten Wirkstoffes Uber langere Zeitraume sicher zu stellen. 

Die Liposomen sind errtweder von unilamellaren oder multilamellaren Typ. Die Peptide konnen sich 
sowohl im wSBrigen Innenraum als LOsung als auch in der Liposomenmembran befinden. Die Wirkstofffrei- 
40 gabe wird insbesondere Uber die Membran gesteuert, d.h. ihre Beschaffenheit und eventueli der Wirkstoff- 
anteil in der Membran beeinflussen die Dauer der Wirkstofffreigabe. Durch Verkapselung von Peptiden in 
grofle, z.B. multilamellare, Liposomen wird z.B. die Wirkdauer durch die Bindung des Wirkstoffs an das 
Tragersystem erhoht z.B. auf 20 Tage und langer. Bei den erfindungsgemaCen Liposomenpraparaten sind 
z.B. auch nach 30 Tagen an der Injektionsstelle noch Liposomen aufzufinden. Auch eine Wirksamkeit ist 
45 nach diesem Zeitraum nachweisbar. 

Durch Zusatze von negativ oder positiv geladenen Ladungstragern wie z.B. Dipalmitoyl-Phosphatidyl- 
Glycerol oder Stearylamin im Membranteil, Antioxidantien Oder anderen Hilfsstoffen mit stabilisierenden 
oder freigabebeeinflussenden Eigenschaften, kann die Wirkstofffreigabe zusatzlich gesteuert werden. 

Die Liposomen konnen prinzipiell nach alien Methoden, wie sie z.B. aus der Literatur (Lichtenberg, D., 
so Methods of Biochemical Analysis 33, 337 (1988)) bekannt sind, hergestellt werden. Insbesondere sind 
Herstellungstechnologien, die grofiere Liposomen liefem, geeignet. 

Die Verfahren zur Herstellung der erfindungsgema/Jen Liposomenpraparate sind dadurch gekennzeich- 
net, dafi man 
a) 

55 a) die Phospholipidkomponente, und gegebenenfalls lipophile Zusatze, in einem geeigneten 

organischen Losungsmittel lost, das Losungsmittel entfemt und die erhaltene Lipidmatrix nach 
Zusatz einer wafirigen Losung des Peptids zur Liposomenbildung ablost, wobei die Ablosung 
oberhalb der PhasenUbergangstemperatur der Phospholipidkomponente erfolgt, oder 

3 
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B) die Phospholipidkomponente, und gegebenenfalls lipophile Zusatze, sow.e das Pept.d in e nem 
geeigneten organischen Losungsmittel lost, das LSsungsmittel entfernt und die , erhatene 
Lipidmatrix mit einem waflrigen Medium abl5st. wobei die Ablosung oberhalb der Phasenuber- 
qangstemperatur der Phospholipidkomponente erfolgt oder 

5 y ) die Phospholipidkomponente, und gegebenenfalls lipophile Zusatze, in einem flUcht.gen organi- 

schen Losungsmittel lost und eine waflrige, mit der organischen Phase nicht mischbare 
Peptidiosung zusetzt. das erhaltene Zwei-Phasensystem durch Homogenisierung oberhalb der 
PhasenUbergangstemperatur der Phospholipidkomponente in eine stabile Emulsion Uberfuhrt 
und das organische LSsungsmittel unter Bildung von Liposomen entfemt 

to und die nach den Methoden a bis y erhaltenen Liposomendispersionen, gegebenenfalls nach Homogeni- 
sing und Aquilibrierung auf den gewUnschten Peptidgehalt einstellt, abftlllt und gegebenenfalls 

I) einTophtis^ Peptid-freien Liposomen nach Methoden «, fi oder y herstellt und eine wSfirige 
Peptidiosung in einem geeigneten Gefa* abfullt, wobei Lyophilisat und Peptidiosung vor A P pI.kat.on 

W Te^acrdt^erfindungsgemafien Verfahren erhaltenen Lyophilisate werden nach Ubltehen Methoden 
wie z B Zusatz von Aqua, ad injektabila in lUr i.m. oder s.c. geeignete Applikationsformen UberfUhrt. 
Das bei dem erfindungsgemaOen Verfahren verwendete waflrige Medium besteht aus Wasser oder einem 
Gemisch aus Wasser und einem organischen Losungsmittel wie z.B. Methano oder Ethanol. Es kann 
auflerdem noch Zusatze wie Kochsalz oder Puffer, z.B. Phosphatpuffer enthalten. Auch d.e waflngen 
Peptidlosungen konnen solche Zusatze aufweisen. 

Die Verfahren werden zweckmafiigerweise wie folgt durchgefUhrt. 

Methode a) 

a) Phospholipide und gegebenenfalls lipophile Zusatze (z.B. Cholesterol) werden in einem organischen 
Losungsmittel, wie z.B. Ethanol, Methanol, Dichlormethan, Chloroform, tert. Butanol, gelbst. Das Losungs- 
mittel wird mit Methoden entfernt, die keine bedenklichen Losungsmittel-Ruckstande zulassen und erne 
Lipidmatrix mit moglichst grower Oberflache ergeben. Besonders geeignet s.nd h.erzu eine Evakuafon m.t 
rotierenden Verdampfem und die Lyophilisation oder Kombinationen der Methoden 

Zur Liposomenbildung wird die Lipidmatrix nach dem Zusatz einer waflrigen. erforder.ic henfalls if**"" 
Losung des Peptidarzneistoffs abgelost. Dieser Prozefl mu0 bei Temperaturen des Ansa durchgefuhrt 
werden die oberhalb der PhasenUbergangstempeatur der Phospholipidkomponente und selbsWerstandl.cn 
unterhalb einer kritischen Zersetzungstemperatur des Peptids liegen. Er wird durch Ag.t at, on ^s Gefafies 
und durch den Einsatz beschleunigender Hilfsmittel (z.B. Glasperien oder Abstrerfer) unterstUtzt D.e 
Liposomendispersion kann anschiiefiend noch einem Homogenisierungsschritt, z.B mit Ultraturrax. Hoch- 
druckhomogenisatoren und vergleichbaren Verfahren, unterworfen werden. D.e geb.ldeten L'P°*°™ ' 
den bei erhohter Temperatur solange aquilibriert, bis sie einen stabilen Zustand und optjmale Que. ung 
erreicht haben. Die Homogenitat der Dispersion wird durch die Abtrennung von Grobanteilen verbessert, 
indem sie z.B. durch Membran- oder Glasfilter von 1-20 urn Porendurchmesser filtnert wird 

Bei nicht quantitativer Verkapselung des Arzneistoffes ergibt sich in vielen Fallen die Notwend.gke.t zur 
Abtrennung des unverkapselten Anteils. Besondere Vorteile bei der Trennung von gebundenem und fre.em 
Arzneistoff bietet eine Cross-Flow Rltration, die bei geeigneter Wahl der Membranen auch erne Abtrennung 
des Feinanteiles an Liposomen (kleiner ca. 400 nm) erlaubt Daneben k6nnen Zentn7u^t.onsverfahren, 
chromatographische Verfahren (Gel-, ionenaustausch oder Absorptionschromatograph.e) oder eine Abtren- 
nung des freien Peptides mit adsorbtiven oder digestiven Methoden angewendet werden. 
Die fertige Liposomendispersicn wird mit geeigneten Methoden bezUglich der Arzne.stoffkonzentraton 
untersucht und auf den erforderlichen Gehalt verdUnnt. Sie wird in Ampulien oder lnjekt.onsfiaschchen 
abgefUllt und bei geeigneten Bedingungen gelagert. «« ri ««4 ia « 
Alle Verfahrensschritte werden bei der Herstellung pharmazeutischer Praparat.onen unter asept.schen 

Be *^r^Tl& analog Methode iedoch wird das Peptid zusammen mit 
Bestandteilen im organischen Losungsmittel gelSst. Dieses Verfahren ist fur Pept.de m. I.poph.lem 
Charakter besonders geeignet; als Losungsmittel bieten sich Ethanol, Methanol und tert. Butanol an. 

y ) Phospholipide und lipophile Zusatze (z.B. Cholesterol) werden in einem leicht flOchttgen organischen 
Losungsmittel, wie z.B. Diethylether. Diisopropylether oder deren Mischung mit D.chlormethan bzw^ Chloro- 
form gelost Zu dieser Losung wird eine waOrige, mit der organischen Phase nicht m.schbare p eP^«ng 
gegeben. Das Zwei-Phasensystem wird mit geeigneten Homogenisierverfahren (Ultraturrax, Ultraschall. 
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Hochdruckhomogenisator) bei Temperaturen oberhalb der PhasenUbergangstemperatur der Phospholipid- 
komponente und unterhalb einer kritischen Zersetzungstemperatur des Peptids in eine stabile Emulsion 
uberfuhrt. Danach wird das organisch© Losungsmtttel bei der erfordeiiichen Temperatur unter Vakuum 
entfernt, Qber einen metastabilen, meist gelartigen Zwischenzustand bilden sich die Liposomen, die durch 

5 weiteren Losungsmittelentzug weitgehend von Verunreinigungen befreit werden. Die Liposomen werden wie 
unter Methode o beschrieben weiterverarbeltet, aufgereinigt und abgefUllt. 

Liposomen, die nach Methode 0-7 hergestellt werden und in der w20rigen Losung ZusStze von 
kryoprotektiven Substanzen enthalten, oder denen nach der Herstellung Kryoprotektiva zugesetzt wurden, 
konnen gefriergetrocknet werden. Die Wahl der Zusatzstoffe und Gefriertrocknungsverfahren sind so 

10 abgestimmt. daiJ die Liposomen vor der Applikation leicht rekonstituierbar sind und elnen grofien Anteii des 
Peptidarzneistoffs in gebundener Form enthalten. Geeignete Kryoprotektiva sind zum Beispiel Mannitol, 
Xyiitol, Sorbitol, Trehalose, Dextrane, Polyvinylpyrrolidon. Albumin, Hydroxyethylstjirke und modifizierte 
Gelatinetypen. 

rs Methode b) 

Wirkstofffreie Liposomen werden entsprechend Methode a) a, 0 oder y hergestellt und wie vorstehend 
beschrieben lyophilisiert. Zur Herstellung der Liposomendispersion wird dem Lyophilisat sterile, wajJrige 
Peptidlosung zugesetzt Diese Liposomendispersion kann dann appliziert werden. 

20 Wirkstofffreie Liposomen, die nach Methode a) a p oder y gewonnen werden, werden gegebenenfalls 
durch geeignete Homogenisierungsverfahren in Dispersionen von kleinen Vesikeln Uberfuhrt. Ein besonders 
geeignetes Verfahren ist die Hochdruckhomogenisation, z.B. mit einem Mikrofluidizer, daneben kann aber 
auch eine Behandlung mit Uitraschall oder Uitraturrax erfolgen. Die hierbei entstehenden kleinen Liposomen 
konnen anschliefiend einer Entkeimungsfiltration unterworfen werden, bevor sie wie oben beschrieben 

25 lyophilisiert werden. Diese Liposomen werden vor Applikation mit der PeptidlOsung vereinigt. Die so 
erhaltene Dispersion weist Qberwiegend gro/te Visikel auf. 

Die erfindungsgemaflen Liposomenpraparate weisen eine lang andauernde, kontinuierliche Wirkstofffrei- 
gabe auf. Sie zeichnen sich ferner durch rhre hohe Stabilitat bei der Lagerung aus. So ist, wie in Beispiel 9 
beschrieben, nach 12-monatiger Lagerung noch mehr als 99 % des Peptids liposomengebunden, und die 

30 TeilchengroBe ist unverandert. 

Beispiel 1 

200 mg LHRH-Antagonist (HOE 013), 1348 mg hydriertes Eilecithin (PhasenObergangstemperatur etwa 
35 53* C) und 652 mg Cholesterol werden in 50 ml Methanol bei 50* C gelost. Die Losung wird durch 0,2 u,m 
Membranfilter steril filtriert und unter aseptischen Bedingungen zu Liposomen verarbertet. Dazu wird das 
Losungsmtttel am Rotationsverdampfer bei 55* C entfernt, bis sich eine dUnne Lipidmatrix (Rim) blldet. Der 
Lipidfilm wird unter Stickstoffbegasung mit 20 ml steriler Kochsalzlosung versetzt, innerhalb 2 Stunden bei 
55 *C von der Gefaflwand abgelSst und Uber Nacht be! 50* C geschtlttelt. Die erhaltene Liposomendisper- 
40 sion wird durch 5 urn Membranfilter filtriert und mit Kochsalzlosung auf 100 ml aufgefUllt. Die erhaltene 
Dispersion wird in Polycarbonat-Zentrifugengla"ser UberfUhrt und bei 20.000 x g Uber 5 Minuten bei 5*C 
zentrifugiert. Der Qberstand mit gelostem, unverkapseltem LHRH-Antagonisten wird entnommen. Nach der 
Zugabe von frischer Kochsalzlosung werden die Liposomen redlspergiert und die Zentrifugation wird 5-mal 
wiederholt; abschliefiend werden die Liposomen auf 20 ml aufgefullt. Nach einer Bestimmung des Wirkstoff- 
45 gehalts mittels HPLC wird die Liposomendispersion mit Kochsalzl5sung auf die Endkonzentration von 1 .6 
mg/ml HOE 013 verdunnt und in sterile Injektionsflaschen abgefUllt. Die volumenbezogeneTeilchengrofie 
liegt im Mittel bei 2300 Nanometer, die Verkapselungseffizienz betrSgt 20 %. 

Beispiel 2 

50 

2 x 1 ml der Liposomen (entspr. einer Einmalgabe von 3200 ug HOE 013) aus Beispiel 1 werden 
subkutan weiblichen Ratten von ca. 200 g Korpergewicht injiziert. Als Kontrolle dient eine gleiche Testgrup- 
pe von Tieren, die nur Losungsmittel (Kochsalzldsung) erhalt (Placebo) und eine Gruppe von Tieren. die mit 
tagiichen Gaben von LHRH-Antagonist-Losung (60 ug) (in 5 %iger Mannltlosung) behandelt wird. Die 
55 Ostrussuppression der Tlere wird durch wochentlichen Sstrusabstrtch Oberprtift. Am Tag 35 wird die 
Konzentration von HOE 013 im Urin gemessen und die 24 h-Ausscheidung berechnet. 

Die Ergebnisse (s. Tabelle 1) zeigen, dafi die Tiere der Uposomengruppe im Gegensatz zu den beiden 
Kontrollgruppen nach 35 Tagen noch deutlich supprirniert sind. Die Exkretionsrate am Tag 35 (4,5 u.g) 
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belegt eine signifikante Ausscheidung des Antagonisten im Falle der Liposomenpraparation. Diese Exkre- 
tionsrate 1st mlt der Plasmakonzentration eng korreliert. 

Tabelle 1 : Zyklussuppression weiblicher Ratten nach subkutaner Injektion von 
LHRH-Antagonist HOE 013 bzw. Placebo 



Behandlung Ratten mit Zuyklussuppression/ 

(Dosis) Ratten pro Gruppe 

Tag der Vaginalcytologie 

1 7 14 21 28 35 



20 1 Kontrolle 0/11 0/11 0/11 0/11 0/11 0/11 

(Placebo) 



0/11 0/11 0/11 0/11 



8/8 8/8 8/8 8/8 



40 

Beispiel 3 

40 mg LHRH-Antagonist HOE 013. 262 mg Dipalmitoyl-Phosphatidyl-Cholin (DPPC) 
(PhasenObergangstemperatur etwa 41* C) und 138 mg Cholesterol werden In 15 ml Methanol gelSst. Die 
45 Liposomenherstellung erfolgt analog Beispiel 1. das Volumen der wSfirigen Phase zur FilmabtQsung und 
AuffUllung der Liposomenpellets betragt jedoch 4 ml. 

Beispiel 4 

so 40 mg LHRH-Antagonist HOE 013, 158.7 mg Dimyristoyl-Phosphatidyl-Cholin (DMPC) 
(PhasenObergangstemperatur etwa 23* C) und 41,3 mg Cholesterol werden wie in Beispiel 3 beschrieben zu 
Liposomen verarbe'rtet 

Beispiel 5 

55 

Die Liposomen aus den Beispielen 1 , 3 und 4 werden bezuglich ihrer Freigabe in vitro getestet. Dazu 
werden 1 ml der Dispersion in DialyseschlSuche eingeschlossen, in einem Gefa/J mit 10 ml Puffer (Tris-HCI 
0,1 M, pH 7,4 isotonisiart mit NaCI) versetzt und bei 37* C unter SchUtteln inkubiert Die Pufferlosurig wird 

6 



10 Gruppe 
Nr. 



15 



2 Kontrolle 

Tagliche Injektion 0/11 0/11 



30 



35 



(60 pg HOE 013S.C.) 

3 Liposomen 

(Einmalgabe 0/8 8/8 
von 3200 jjq 
HOE 013 s.c.) 
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taglich gewechselt und bezuglich des Gehaltes an HOE 013 analysiert. Die Ergebnisse (s. Tabelle 2) zeigen 
eine deutliche Abhangigkeit der Freigabe von der Zusammensetzung der Liposomenmembran. 

Tabelle 2 





Tag 


Peptidfreigabe in % 






10 




Hydr. Eilezithin/CH 


DPPC/CH 


DMPC/CH 






(Beispfel 1) 


(Beispiel 3) 


(Beispiel 4) 




0 


0 


0 


0 


IS 


0,125 


12,5 


20,5 


41,53 




1 


21,6 


34,3 


65,7 




2 


30,3 


47,9 


77,4 


20 


4 


38,2 


59,3 


83,5 




7 


46,5 


69,5 


89,3 




10 


67,3 


79,9 


93,8 


25 


14 


74,4 


89,9 


97,5 




21 


92,8 


96,5 


100,0 




28 


97,2 


98,7 




30 


35 


98,1 


99,8 





Beispiel 6 

35 

Statt HOE 013 werden 200 mg Buserelinacetat wie in Beispiel 1 beschrieben zu Liposomen verarbeitet. 
Die volumenbezogene TeilchengroCe betragt im Mittel 1800 nm, die Verkapselungseffizienz ist 10,6 %. 

Beispiel 7 

40 

250 mg hydriertes Soyalezithin werden in 33,3 ml Diisopropylether und 16,7 mi Dichlormethan bei 
40" C gelost. 4 ml einer Lfisung von 500 mg Hirudin (HBW 023) in 10 mM Phosphatpuffer pH 7,4 wird 
zugesetzt. Die Mischung wird 1 Minute im Ultraschallbad homogenisiert. Am Rotationsverdampfer wird das 
organische Losungsmittel bei 55 "C entfernt. Die gebildeten Liposomen werden 1 Stunde aquilibriert und 
45 dann durch 5 urn Membranfilter filtriert. Nach Entfemung des unverkapselten Anteils durch 3-malige 
Zentrifugation bei 8000 x g werden die Liposomenpellets auf 10 ml aufgefOllt. Die Verkapselungseffizienz 
betragt 11,5 %. 

Beispiel 8 

so 

135 mg hydriertes Eilezithin werden in 8 mi Diisopropylether und 4 ml Dichlormethan bei 40* C gelQst. 
4 ml einer Losung von 20 mg Ebiratid (HOE 427) in 10 mM Acetatpuffer pH 3,5 wird zugesetzt. Die 
Mischung wird 1 Minute im Ultraschallbad homogenisiert. Am Rotationsverdampfer wird das organische 
Losungsmittel be! 55 *C entfernt. Die gebildeten Liposomen werden 1 Stunde aquilibriert und dann durch 5 
55 urn Membranfilter filtriert. Nach Entfemung des unverkapselten Anteils durch 3-malige Zentrifugation bei 
16000 x g werden die Liposomenpellets auf 10 ml aufgefOllt. Die Verkapselungseffizienz betragt 15 %. 

Beispiel 9 
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Uposomen aus Beispiel 1 werden bei 4* C 12 Monate gelagert und dann beztiglich ihrer Lagerstabilitat 
untersucht. Durch Zentrifugation bei 16000 UpM wird der nach Lagerung aus den Liposomen ins Disper- 
sionsmittel (Wasser) freigesetzte Peptidanteil abgetrennt und mittels HPLC bestimmt. Nach 12 Monaten 
Lagerdauer sind 0,75 % der verkapselten Wirksubstanz freigesetzt, 99,25 % HOE 013 sind noch in den 
5 Liposomen gebunden. Die mittlere volumenbezogene Teilchengrofle, bestimmt mit Photonenkorrelations- 
spektroskopie, ist mit 2300 nm gegenUber dem Ausgangswert unverandert 

Beispiei 10 

10 2000 mg eines aquimolaren Gemisches von Dipalmitoyl-Phosphatidyl-Cholin (DPPC), hydriertem Eilezit- 
hin bzw. Eilezithin und Cholesterol (CH) werden in Methanol gelost. Am Rotationsverdampfer wird das 
Losungsmittel im Vakuum bei 55* C abgedampft. Die Lipidmatrix wird mit 20,0 ml einer Losung von 200 mg 
HOE 013 in 5,4 %iger, wafiriger MannitolJSsung bei 55* C abgelost und Uber Nacht bei 50* C im 
Schiittelbad aquilibriert. Die gebildete Liposomendispersion wird durch ein 5 urn-Filter filtriert und dann auf 

T5 etwa 20* C abgekOhlt. Der unverkapselte Anteil wird durch Zentrifugation bei 1000 UpM Ober 10 min. 
abgetrennt. Die Zentrifugation wird nach Zusatz von 0,9 %iger KochsalzlSsung und Redispergierung 2-mal 
wiederhoit. 

Die gereinigte Liposomenfraktion wird auf die gewtlnschte HOE 013-Konzentration verdunnt und in 
sterile Injektionsflaschen abgefUllt. Die Verkapselungseffizienz betragt 
20 61,6 % fdr Liposomen aus DPPC/Cholesterol (50:50 Mol-%) 

78,9 % fiir Liposomen aus hydrierten Eilezithin (HPC)/Cholesterol (50:50 Mol-%) 
74,3 % fUr Liposomen aus Eilezithin (PC)/Cholesterol (50:50 Mol-%). 

Beispiel 11 

25 

Liposomen aus Beispiel 10 werden weiblichen Ratten von 190-200 g mittleren Korpergewichts s.c. 
injiziert. Die Dosis betragt 7,2 mg HOE 013 pro Tier. An festgelegten Zeitpunkten wird die Hemmung der 
Zyklen gegenGber einer Kontroll-Gruppe durch vaginale Zytologie ermittelt. Das Intervall der mittleren 
Ostrus-Suppression betragt 
30 14 Tage fur PC/CH-Liposomen (Gruppe 2) 
34 Tage fUr HPC/CH-Liposomen (Gruppe 3) 
48 Tage fur DPPC/CH-Liposomen (Gruppe 4) 

35 Tabelle 3: Zyklussuppression weiblicher Ratten nach s.c. Injektion von 7,2 mg 
HOE 013 pro Tier 

4o Gruppe Ratten mit Zyklussuppression/Ratten pro Gruppe 
Tag nach der Injektion 

0 12 3 6 7 8 9 12 14 16 21 23 28 31 34 37 41 44 48 

0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 0/8 

0/8 0/8 0/8 1/8 8/8 6/8 8/8 8/8 3/8 8/8 8/8 7/8 7/8 7/8 6/8 6/8 3/8 2/8 2/8 0/8 
0/7 0/7 0/7 1/7 6/7 5/7 7/7 6/7 7/7 7/7 7/7 7/7 6/7 S/7 5/7 5/7 4/7 5/7 3/7 3/7 

i/8 1/8 2/8 5/8 7/8 8/8 7/8 6/8 7/8 4/8 3/8 2/8 1/8 2/8 3/8 4/8 0/8 0/8 0/8 0/8 



1 (Kontrolle) 

45 

2 
3 

4 

so 



Beispiel 12 

55 3,37 g hydriertes Eilecithin und 1,63 g Cholesterol werden in 100 ml Methanol gelSst und 30 Minuten 
bei 60 *C am Rotationsverdampfer zu einem Lipidfilm eingedampft. Nach dem Zusatz von Glasperlen 
werden 100 ml auf 60 "C temperierte Mannrtlosung (5,4 %) zugesetzt und der Rim 60 Minuten unter 
Rotieren des Kolbens am Rotationsverdampfer bei 60* C abgelost. 
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Die Lfposomendispersion wird in einem Nanojet (Fa. Verstallen) 15 Minuten be! Spaltbreite 10 und einer 
Temperatur von 60 *C behandelt. Die gebildeten kleinen Liposomen werden durch 0,2 urn Membranfitter 
filtriert, nach dem Abkuhlen in Injektionsflaschchen abgefUllt und anschlieflend lyophilisiert. 

Zur Rekonstitution werden die Lyophilisate mit einer Losung von 1 mg HOE 013 pro ml Aqua ad 
Injektabilia versetzt und bei 60 * C geschOttelt. 

Die Abtrennhung des unverkapselten Anteifs erfolgt entsprechend Beispiel 1 durch wiederholte Zentrifu- 
gation. Der liposomengebundene Anteil betragt 28,9 % des Wirkstoffs. 

Patentansprtlche 

1. Liposomenpraparate fOr Peptide mit verlangerter Peptidfreisetzung, dadurch gekennzeichnet dafl die 
Peptide ein Molekulargewicht zwischen etwa 500 und 10000 aufweisen, die Phospholipidkomponente 
der Liposomenmembran eine PhasenUbergangstemperatur von mindestens 20 C besitzt und Uberwie- 
gend gesattigte Fettsauren enthalt und dafl die Wirksamkeit nach s.c. oder i.m. Injektion mehr als 14 
Tage anhalt. 

2. Liposomenpraparate gemafl Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dafl eine Oder mehrere der folgen- 
den Bedingungen erfUllt sind 

a) das Peptid ein LHRH-Anaiogon, ein Bradykinin-Antagonist, HOE 427 oder ein Hirudin- Deri vat ist. 

b) die PhasenUbergangstemperatur der Phospholipidkomponente Uber 30* C liegt, 

c) die Oberwiegend gesattigten Fettsauren der Phopholipidkomponente eine Kettenlange von minde- 
stens 14 Kohlenstoffatomen aufweisen, 

d) die Liposomenmembran einen Steroidzusatz enthalt, 

e) die Liposomen eine mittlere volumenbezogene Teilchengrofle von mindestens 600 bis 10000 
Nanometer besitzen, 

f) die Wirksamkeit mindestens 20 Tage anhalt 

3. Liposomenpraparate gemafl Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet, dafl eine oder mehrere der folgen- 
den Bedingungen erfullt sind 

a) das Peptid eine LHRH-Analogon, HOE 140, HOE 427 oder HBW 023 ist, 

b) die PhasenClbergangstemperatur der Phospholipidkomponente mindestens 37* C betragt, 

c) die uberwiegend gesattigten Fettsauren der Phospholipidkomponente eine Kettenlange von 
mindestens 14 Kohlenstoffatomen aufweisen, 

d) die Liposomenmembran einen Steroidzusatz enthSIt, 

e) die Liposomen eine mittlere volumenbezogene TeilchengroBe von mindestens 600 bis 10000 
Nanometer besitzen, 

f) die Wirksamkeit mindestens 30 Tage anhalt. 

4. Liposomenpraparat gemSfl Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daJ3 eine oder mehrere der folgenden 
Bedingungen erfullt sind 

a) das Peptid Buserelinacetat oder HOE 013 ist, 

b) die PhasenUbergangstemperatur mindestens 37* C betragt, 

c) die Phospholipidkomponente Dipalmitoyl-Phosphatidyl-Cholin <DPPC) oder hydriertes Lecithin aus 
natUrlichen Quellen ist, 

d) die Membran einen Cholesterolzusatz enthalt, 

e) die Liposomen eine mittlere volumenbezogene Teilchengrofie von mindestens 600 bis 10000 
Nanometer besitzen, 

f) die Wirksamkeit mindestens 30 Tage anhSlt. 

5. Liposomenpraparate gemafl Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. dafl zusatzliche LadungstrSger im 
Membranmaterial enthalten sind. 

6. Liposomenpraparate gemSfi Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafl sie Antioxidantien und andere 
Hilfsstoffe mit stabilisierenden oder freigabebeeinflussenden Eigenschaften enthalten. 

7. Verwendung von Liposomenpraparaten gemSfl Anspruch 1, zu s.c. oder i.m. Injektion. 

8. Verfahren zur Herstellung von LiposomenprSparaten gerhSfl Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, dafl 
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man 
a) 

a) die Phospholipidkomponente, und gegebenenfalls lipophile Zusatze, in einem geeigneten 
organischen Losungsmittel I6st, das Losungsmittel entfernt und die erhaitene Lipidmatrix 
nach Zusatz einer waflrigen Losung des Peptids zur Liposomenbildung ablost, wobei die 
Ablosung oberhaib der Phasenubergangstemperatur der Phospholipidkomponente erfolgt 
Oder 

0) die Phospholipidkomponente, und gegebenenfalls lipophile Zusatze. sowie das Peptid in 
einem geeigneten organischen LQsungsmittel I5st, das LQsungsmittel entfernt und die 
erhaitene Lipidmatrix mit einem waflrigen Medium ablost, wobei die AblSsung oberhaib der 
Phasenubergangstemperatur der Phospholipidkomponente erfolgt. Oder 

y) die Phospholipidkomponente, und gegebenenfalls lipophile Zusatze, in einem flUchtigen 
organischen L6sungsmittel I6st und eine wa/Jrige, mit der organischen Phase nicht misch- 
bare PeptidlSsung zusetzt, das erhaitene Zwei-Phasensystem durch Homogenisierung 
oberhaib der Phasenubergangstemperatur der Phospholipidkomponente in eine stabile 
Emulsion UberfUhrt und das organische Losungsmittel unter Bildung von Liposomen 
entfernt 

und die nach den Methoden a bis y erhaltenen Liposomendispersionen, gegebenenfalls nach 
Homogenisierung und Aquilibrierung, auf den gewOnschten Peptidgehalt einstellt, abfGHt, und gege- 
benenfalls gefriertrocknet, Oder 

b) ein Lyophilisat von Peptid-freien Liposomen nach Methoden «, /3 oder 7 herstellt und eine 
waflrige Peptidlosung in einen geeigneten Gefafl abfUllt, wobei Lyophilisat und Peptidlosung vor 
Applikation vereinigt werden. 
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